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Verfahren zur Erfassung von Resistenz-Profilen 

von Geweben und Zeilinien 



Gegenstand der Erfindung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Erfassung von Chemotherapie- 
Resistenz-Profilen In humanem Tumorgewebe bzw. Tumoi^elllinien unter 
Verwendung der real time-PCR-Technologie (durchifiQhrbar z.B. am Light Cycler, 
Roche Diagnostics GmbH). DIese Patienten-individuelle Reslstenzprpfile werden 
aufgrund quantitativ emiittelter Expresslonen Resistenz-relevanter Gene erstellt. Sje 
kOnnen dann die molekularbiologische Rationale zur Auswahl geeigneter Zytostatika 
in der jeweiligen Tumorchemotheraple Widen. DarOber hinaus konnen prognostisch 
die Erfolgschancen (Response) bestimmter chemotherapeutischer Regime 
abgeschStzt werden. 

• ■ 

Wissenschaftlicher HIntergrund 

Die Effizienz einer Chemotherapie maligner Erkrankungen ist oft durch Resistenzen 
gegenuber den eingesetzten Zytostatika limltlert, die durch eine Vielzahl 
unterschiedllcher. parallel oder sequentieil auftretender Mechanismen vermittelt 
werden. 



1 . Der In diesem Kontext bedeutendste Mechanismus besteht In der simultanen 
Resistenz gegenQber strukturell und funktionell nicht verwandten zytotoxischen 
Verbindungen. Dieses als Arzneimittel-Vielfachresistenz (Multidrug Resistenz MDR) 
bezelchnete Phanomen wird durch die Expression von MDR-assoziierten Genen 
verursacht. Hler stehen insbesondere die Gene, die fQr die ATP-abh^ngigen 
transmembranen Drug-Efflux-Pumpen kodieren (ABC-Transpprter). Im Mittelpunkt 
des Interesses. Durch Oberexpresslon und Funktion dieser ABC-Transporter werden 
die intrazelluiaren Konzentrationen MDR-assozllerter Zytostatika gering gehalten, die 
Zelle wird nicht/wenig beeintrSchtigt und ist reslstent. Zu diesen MDR-assozli^rten 
Genen zahlen die fplgenden, fOr ABC-Transporter kodierende Gene: das MDR1-Gen 
(kodiert fQr P-Glykoprotein), die Gene MRP1, 2, 3. 4, 5. 6. 7 (kodieren fQr die 
Multidrug Resistenz Protelne 1 bis 7), sowie das Gen BCRP/MXR/ABCP (kodiert fiir 
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ein identisches Protein; unterschiedliche Nomenklatur aufgrund zeitgleicher 
Entdeckung durch 3 unterschiedliche Gmppen). Das hauptsachllche Zytostatika- 
Spektrum dieser Transporter umfasst Anthrazykline wie Doxorubicin und 
Daunorubicin, Vinca Alkaloide wie Vincristin und Vinblastin. Epipodophyllotoxine wie 
Etoposide. Taxane wie Taxol. und IVIitoxantron, aber auch den Transport von z.B. 
Niikleosiden. 

2. Ein weiterer, IVIDR-assoziierter Mechriismus besteht in der subzelluiaren 
Redistribution von Substanzen. z.B. im nukleozytoplasmatischen Transport. Der 
Hauptbestandteil der entsprechenden Zellorganelle (Vault) ist das Lung Resistance 
Protein/Major Vault Protein LRP/MVP. 

3. Weitere. Resistenz-verursachende Gene kodieren fQr zytoplasmatische Proteine. 
die in den Metabolismus oder Detoxifikatlon von Zytostatika involviert sind: So 
verursachen z.B. die Enzyme Glutathion-S-Transferase (GST) und Aldehyd- 
Dehydrogenase (ADH) Ober intracellulare Detoxifikation Cydophosphamld- 
Resistenzen. Weitere Zytostatika-Resistenzen werden z.B. Qber die Dihydrofolat- 
Reduktase (DHFR; gegen Methotrexat), Qber die Thymidylate-Synthase (gegen 5- 
Fluorodesoxyuridin) Oder Qber Tubilin (gegen Vinca Alkaloide und Taxol) vermittelt. 

4. Auch nukleare Genprodukte konnen Zytostatika-Resistenzen verursachen. So sind 
Z.B. die Enzyme Topoisomerase I (Resistenz gegen Camptothecin) und II (gegen 
Doxorubicin und Etoposid) in die Reparatur Zytostatika-induzierter DNA-SchSden 
involviert. ebenso wie Methyltransferase (MGMT) und Methylpurin-Glykosylase 
(MPG; beide Resistenz gegen alkylierendie Agenzien). Das Enzym Superoxid- 
Dismutase (MnSOD. Resistenz z.B. gegen Anthrazykline) schQtzt vor oxidativen 
DNA-Schaden. In diese Gruppe Resistenz-verursachender. nuklearer Genprodukte 
zShlen ebenso die „DNA-mismatch repair"-Gene. wie z.B. MLH1, MSH2 und MSH6, 
.sowle=EMS-1 und PMS2-. - - 



5. DarQber hinaus zahlen auch Apoptose-regullerende Gene (z.B. Bcl-2. Bax) sowie 
Zellzyklus-lnvolvierte Gene (z.B. p63, MDM2) zu denen, die an der Entstehung bzw. 
Steigerung von Zytostatika-Resistenzen zumindest beteillgt sind. 
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Verfahren 

Zur Nachwels der Expression aller dieser Gene konnen Standard-Techniken wie z.B. 
die Northern Blotting-Methode eingesetzt werden. Allerdings kSnnen fiber derartige 
Techniken keine quantltativen Aussagen zur jeweiligen ExpressfonshShe gemacht 
werden. PCR-basierende Verfahren wie z.B. die IV/lll^jC-PCR ist als eine sehr 
auiwendige und semi-quantitative PCR-Variane nicht geeignet. Expresslonen eines 
Panels von Genen an einer Vielzahl von Geweben zu untersuchen. Ebenfails 
schwierig gestaltet sich die densitometrlsche Auswertung von PCR^produkten riach 
gelelektrophoretischer Trennung. Deshalb soil hier zur Quantiflzierung der 
Genexpression die IWethode der real time RT-PCR zuni Einsatz kommen. die z.B. am 
Light Cycler (Roche Diagnostics GmbH) durchmhrbar ist. 

Im Folgenden wird die Methodik zur Analyse von humanem Tumomiaterial 
beschrieberi. Von den unmittelbar im OP schpck-gefrpreren Biopsien bzw. 
Resektaten werden Kryoschnitte zur Expressionsanalyse angefertlgt. Da generell die 
Methpde der Mikrodissektion zum Einsatz kommt. werden die Kryoschnitte von 
jedem Gewebe durch einen Pathologen befundet. urn zielgerichtet 
Tumorzellpopulationen bzw. Nomialgewebe zu mikrodissiziieren. Diese 
Vorgehensweise bietet den Vorteil der Vergleichbarkeit der nachfoigenden 
Expressionsanalysen von definiertem malignen Gewebe und Normalgewebe (z.B. 
beide Zellareale vom selben Schnitt). Aus diesen mikrodissiziierten Geweben wird 
dann die totale zellulSre RNA Isollert. Die Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene wird 
unter Verwendung des Light Cycler Systems mit der real time RT-PCR und 50 ng 
totaler zeilulSrer RNA nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die 
Amplifikate kSnnen entweder durch die Interkalatlon eines Fluoreszenzfarbstoffes 
(SYBR Green) detektiert werden. oder durch Venwendung von Fluoreszenz- 
marklerten Oligos. die zwischen den Primem hybrldisieren, sequenz-spezifisch 
nachgewlesen werden. Die Quanttfizlerung erfolgt Ober Gen-spezifische Transkripte. 
die In serielien VerdQnnungsreihen (melst 10^ 10^ 10®. 10^) mitgefuhrt wurden. Die 
Herstellung dieser Transkripte erfolgte Ober Klonlerungsarbeiten der entsprechenden 
Gen-spezifischen cDNA bzw. Fragmente davon in spezielle Plasmide (z.B. mit SP6-. 
T3- Oder T7-Promotpren fQr die entsprechenden DNA-abhangigen RNA- 
Polymerasen). Die Qualltatskontrolle der erhaltenen PCR-Fragmente vs. Primer- 
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Dimeren erfolgt Ober Schmelzpunktanalytik. Die visuelle Kontrolle kann mit 
herkdmmlicher Gelelektrophorese durchgefOhrt werden. 

Far die Evaluation der ExpressIonsh6hen der MDR-Gene in den Tumoren werden 
sogenannte Kontroll-Zelllnien mitgefuhrt. Diese humanen ZeiUnlen slnd jewells ais 
parentale Linien sowie als chemoresistente Varianten vorhanden. Oberexpressionen 
Z.B. bestimmter Resistenzgene werden auf belden Expressionsebenen 
charakterisiert: auf RNA-Ebene mittels real time RT-PCR, und auf Protelnebene 
mittels FACScan-Analyse mit monoklonalen Antikorpem. DarQber hinaus werden 
funktionelle Parameter erfaBt, wie z.B. im Adriamycin-Akkumulations-Assay und im 
Rhodamin-lnflux/Efflux-Assay. Diese Charakterisierungen bilden die Grundlage zur 
Evaluation der Genexpressionen in humanen Geweben Oder Zelllnien, da in jeder 
RT-PCR-Lauf RNA des entsprechenden Zellinienpaares als Positlvkontrolle 
mitgefuhrt wird. 

Die Anwendung der real time RJ-PCR-Technologie wird bereits in der onkologischen 
LIteratur z.B. zum quantitativen Nachweis des Onkogens MET als Marker von 
Tuniorzellen in Lymphknotenmetastasen (G. Cortesina et al., Int. J. Cancer 89: 286- 
292, 2000) Oder zum Nachweis einer minimal residual disease belm 
Mammakarzinom ( M. Giesing et al., Int. J. Biol. Markers 16: 94-99, 2000), bei 
Lymphomen (J.G. Sharp et al.. Cancer Metastasis Rev. 18: 127-142, 1999), bei 
akuter myeloischer Leukamie (T. Sugimoto et al.. Am. J. Hematol. 64: 101-106, 
2000) Oder be! chronischer myeloischer Leukamie (M. Emig et al., Clin. Cancer Res. 
13: 1825-1832, 1999) beschrieben. FQr die Thematik der ChemotherBpie-Resistenz 
ist diese Technik bisher nicht eingesetzt worden. 



wo 02/18630 



5 



PCT/DEOl/03323 ' 



Anwendungsbeispiel 

Unter Anwendung der oben beschriebenen Vorgehensweise wurden bereits 

Expresslonsanalysen Resistenz-assozllerter Gene an humanen Tumoren wie 

Sarkomen und Melanomen (MDRI. MRP1. LRP) sowie an humanen Tumorzelllinlen 

wie Kolonkarzmom- und Magenkarzinomlinien (MDRI . MRP1 , LRP, BCRP) 

durchgefilhrt. Im Folgenden srnd einige Belsplele fiJr die Expression des LRP-Gens 

In humanen Sarkomen sowie dem kon-epondlerenden Nomialgewebe dargestellt 
(Abb.1): 



Legende zu Abbildung 1 



Abblldung 1 



Exemplarisch ausgewahlte Resistenz-Profile von Leiomyosarkom-Patienten #1 - #3 
erstellt mittels quantitativer real time RT-PCR. Die Expressionsanalytik erfolgte an 
Geweben. die an den fettgedruckten Behandlungszeitpunkten erhalten wurden. 
S=Chirurgie, C=Chemotherapie, H=Hyperthemiie, R=Radiotherapie, cisCisplatin 
cy-CYVADIC. d=Dacarbacin. e=Eplrubicin, i=ifosphamid. t=TNF. me=IVlel p halan 
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PatentansprQche 

1 . Verwendung eines Verfahrens zur Erfassung von Reslstenz-Profllen in Geweben 
Oder Zellinlen, dadurch gekennzelchnet, dass es quantitativ die RNA-Expression von 
definierten Genen 

a) mittels interkalierung eines Fluoreszenz-Farbstoffes (z.B. SYBR-Green), oder 

b) mittels Venwendung sog. Taqman-Sonden (ist am 5'- und 3'-Ende marldert), Oder 

c) mittels HybProbes (2 jeweils am 3'- bzw. am 5'-Ende marlcierte 
i-iybridisierungssonden), 

d) singular (die Expression eines Genes wird in einer Probe in einem Lauf detelctiert), 
Oder 

e) multiplex (die Expression von mehreren Genen wird simultan in einer Probe in 
einem Lauf deteid:iert) erfasst. 

2. Verwendung nach Anspruch 1., dadurcli gelcennzeiclinet, dass die RNA 

a) aus humanen Geweben wie Normalgewebe oder Tumorgewebe, 

b) aus Geweben von in vivo-Modellen, 

c) aus Zellinien isoliert wird. 

3. Venfl/endung nacli AnsprQclien 1. und 2., dadurcii gel<ennzeichnet, dass Gen- 
spezifische Primer bzw. Primer und Sonden fOr die Expressionsanalyse von Genen 
eingesetzt werden, die am Prozess der EntstehungA/erstarlcungA/enninderung von 
Resistenzen beteiligt sind, wie 

a) Gene fQr transmembrane ABC-Transporter wie MDR1 , MRP1 , 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
BCRP/MXI^ABCP, 

b) Gene fiir den nuideozytoplasmatisclien Transport wie LRP/MVP, 

c) Gene fur zytoplasmatisclie Enzyme wie GST, ADH, DHFR. Tiiymidylate-Syntliase, 
Oder Tubulin, 

d) Gene fQr nul^leare Proteine wie Topoisomerase I und II, MGIVIT, MPG, MnSOD, 
MLH1, MSH2, MSH6, PIV1S1 uns PMS2. 

e) Gene fQr Apotose- bzw. Zellzyldus-involvierte Proteine wie Bci-2. Bax, p53. MDiy/12. 
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4. Verwendung nach den AnsprQchen 1-3. dadurch gekennzeichnet, dass das 
Expresslonsprofil 

a) den intrinsischen Expressionsstatus nachweist, und/oder 

b) den Expressionsstatus nach Beelnflussung durch exteme Faktoren wie z.B. bel 
einer Tumortheraple nachweist und damft die Erfassung potentiell Therapie- 
bedingter Genmodulationen eriaubt. 

5. Venwendung nach Anspriichen 1-4. dadurch gekennzeichnet, dass 

a) die Auswahl der Zytostatika vor einer Tumorchemotherapie aufgrund des 
individuellen, intrinsischen Resistenz-Profils erfolgt, 

b) die Auswahl der Zytostatika wShrend einer Tumorchemotherapie aufgrund des 
individuellen. jedoch modulierten Resistenz-Profils erfolgt und 

c) prognostisch die Erfolgschancen (Response) bestimmter chemotherapeutischer 
Regime abgeschatzt werden. 
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Abbildung 1 
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